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研究成果の概要（和文）：変形性関節症(OA)の関節軟骨破壊は、関節軟骨のヒアルロン酸―アグリカンネットワ
ーク分解で始まり、コラーゲン線維の分解・消失で完了する。本研究により以下のデータが得られた。①ヒアル
ロン酸分解に重要なHYBID遺伝子欠損マウスを開発し、長管骨の発育遅延を認めた。②早期OAの関節軟骨と滑膜
組織でHYBIDが高発現しヒアルロン酸分解に関わることを示した。③OA滑膜組織で高発現するADAMTS4が関節軟骨
アグリカン分解に中心的に働くことを示し、ヒト型中和抗体を開発した。④早期膝OAのT2マッピングMRI解析に
より、骨棘と半月板の特徴的関係を明らかにした。 

研究成果の概要（英文）：We have carried out the studies on the destruction mechanisms of articular 
cartilage and development of diagnosis and treatments of early-stage knee osteoarthritis (OA), and 
obtained the following data: 1) HYBID (hyaluronan binding protein involved in hyaluronan 
depolymerization) knock-out mice show shortening of the long bones due to the inhibition of 
angiogenesis in the growth plate by accumulated high-molecular-weight hyaluronan. 2) HYBID is 
overexpressed in OA cartilage and synovial tissue, and involved in hyaluronan degradations in the 
cartilage and synovial fluid. 3) ADAMTS4 (a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin 
motifs-4) overexpressed by synovial tissue plays a central role in aggrecan degradation in OA 
cartilage. We have also developed human anti-ADAMTS4 neutralizing antibody. 4) Analysis of 
early-stage knee OA patients by T2 mapping MRI discloses a close relationship between osteophyte and
 changes in medial meniscus. 

研究分野：病理学

キーワード： 変形性関節症　細胞外マトリックス　ヒアルロン酸分解　アグリカン分解　HYBID　ADAMTS4　早期変形
性膝関節症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
OAは運動器疾患の中でも最も頻度が高く、健康寿命延伸阻害の主因であるが、その診断・治療法開発は遅れてお
り、早期OAの病態解明や診断・治療法開発は喫緊の課題である。本研究で得られたOA関節軟骨におけるHYBIDの
発現データや遺伝子欠損マウスの開発は、早期OAの進展機構の解明につながる可能性があり、ADAMTS4に対する
ヒト型中和抗体は、将来的に早期OA関節軟骨でのアグリカン分解抑制治療に応用することが期待される。早期膝
OAのT2マッピングMRI解析により骨棘が早期より高頻度で観察され、骨棘が半月板の変性・破壊と関節軟骨破壊
に関わることが示され、早期膝OAの有用な診断にとなる可能性が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
高齢者における身体不活動の最大の原因は運動器疾患の罹患にあり、特に変形性関節症（OA）
の罹患率はきわめて高く、膝関節 OA（膝 OA）患者だけでも約 2400万人と推定されている。
OA による慢性疼痛と運動障害は、サルコペニア、肥満・メタボリック症候群、生活習慣病、
認知症・うつ病、骨粗鬆症などの病態を誘導し、生活習慣病の促進、組織再生力の低下、悪性
腫瘍の増悪・進展などで全身臓器障害を助長し、超高齢社会の我が国における健康寿命延伸の
大きな妨げとなっている。OA は加齢や肥満などの全身的要因を背景として、関節への荷重負
荷により関節軟骨の変性・破壊と骨軟骨棘形成や滑膜炎をきたす疾患である。関節軟骨は軟骨
細胞と細胞外マトリックス（ECM）からなるシンプルな組織であり、関節軟骨細胞死、ECM
合成低下、ECM分解亢進が組み合わさって軟骨破壊が進展する。最近の研究から、関節軟骨表
層部には幹細胞様細胞が存在しており、加齢に伴う本細胞の減少と ECM 分解が OA 発症の初
期変化として重要視されている。関節軟骨 ECM成分はヒアルロン酸（HA）にアグリカンが結
合した HA-アグリカンネットワークと II型コラーゲン線維が主要成分であり、OA関節軟骨破
壊は、HA-アグリカンネットワークの分解・消失に始まりコラーゲン線維分解により進行する。
軟骨コラーゲン線維分解にはコラゲナーゼ活性を有する MMP（matrix metalloproteinase）分子
が主体をなし、アグリカン分解には ADAMTS4（a disintegrin and metalloproteinase with 
thrombospondin motifs 4；アグリカナーゼ-1）や ADAMTS5（アグリナーゼ-2）が中心的役割を
担っている。また、HA分解には、最近我々が報告した HYAL2 (hyaluronidase2)/CD44や HYAL1
とは異なる新規分子 HYBID（hyaluronan-binding protein involved in hyaluronan depolymerization）
が注目されている。HYBID は、家族性難聴遺伝子（KIAA1199）として同定され、がん研究分
野では CEMIP（cell migration-inducing protein=CEMIP）とも呼ばれている。国民病とも言える
OAではあるが、OAに関する病態研究や予防・治療法には大きな遅れがあり、早期 OAに対す
る病態解明とそれに基づく早期診断・治療法確立に向けた取り組みが、我が国のみならず世界
的な重要課題となっている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、OA 関節軟骨破壊の早期病態の中心をなす HA-アグリカンネットワーク分解に着
目し、特に HYBID に関して OA 関節組織での発現、発現調節機構、遺伝子ノックアウトマウ
スでの研究などにより HA分解における役割解析を飛躍的に推進するとともに、学問的に先行
しているアグリカン分解酵素である ADAMTS4/5の役割解析を進める。また、これらのデータ
に連動して早期膝 OA のバイオマーカーや画像による新規診断法の開発を進め、HYBID と
ADAMTS4/5 を標的にした新規治療法開発に向けた基礎研究を実施することを目指す。これら
の研究目的遂行のため、以下の２つの研究項目を設けて、両者を有効に連動させて解析した。 
  (研究項目 I). HA-アグリカンネットワーク分解に着目した OA関節軟骨破壊機構解析 
  (研究項目 II). 早期 OAの診断・治療法開発の基礎研究 
 
３．研究の方法 
(1) HYBID ノックアウトマウスの開発と表現型解析：Cre-loxP システムにより HYBID 遺伝子
Exon 1を lox Pで挟み込んだ Floxマウスを CAG-Creマウスと交配することで、HYBIDノック
アウトマウスを作製した。本ノックアウトマウスは野生型マウスに比較して長管骨の有意な短
縮がみられ、生後 1-2 週時の長管骨骨端板肥大軟骨層延長と HA 貯留を認めたので、骨端板軟
骨細胞の増殖・分化・アポトーシス、石灰化軟骨層の吸収、血管侵入などを PCNA、VEGF、
TUNEL、X 型コラーゲン、TRAP、CD31 の各染色により検討した。また、培養血管内皮細胞
を用いて、VEGF誘導性増殖・遊走・管腔形成に対する高分子 HAの作用を検討した。 
(2) HYBIDの OA関節軟骨における発現と機能解析：正常関節軟骨と膝 OA関節軟骨組織より
mRNAとタンパク質を抽出して定量 PCRとイムノブロット法により解析し、OA関節軟骨での
HYBIDの発現亢進を認めたので、免疫染色による HYBID陽性軟骨細胞と HA消失や軟骨破壊
指標（Mankin score）との関係を検討した。また、培養 OA関節軟骨細胞で HYBID遺伝子の siRNA
によるノックダウンにより高分子 HA分解活性抑制をゲル濾過法で検証した。対照実験として、
HYAL2/CD44と HYAL1の発現検討と siRNAによるノックダウンにより、これら分子の HA分
解への関与の有無を調べた。また、OA関節軟骨細胞に種々のサイトカインを添加して、HYBID
発現亢進する因子を同定した。 
(3) OA滑膜組織における HYBIDと TMEM2 (Transmembrane protein2) の発現と関節液・血中 HA
解析：最近、HYBIDに高いホモロジーを有する TMEM2がマウスで HA分解に関わることが報
告された。そこで、膝 OA患者の滑膜組織における HYBIDと TMEM2の発現を定量 PCRで検
討した。また、同時に測定した関節液と血中の HA 濃度と HYBID と TMEM2 の発現レベルと
の相関を検討した。なお、関節液中の HYBID タンパク質量はイムノブロット法を用いて検討
した。  
(4) OA 滑膜組織におけるアグリカナーゼ型 ADAMTS 分子の発現機構解析：OA 滑膜組織にお
けるアグリカン分解活性を有する 9種類の ADAMTS分子（ADAMTS1、4、5、8、9、15、16、
18、20）の発現を RT-PCRと定量 PCRで解析した。また、培養 OA滑膜線維芽細胞に IL-1α、
TNF-α、TGF-β、VEGF、HB-EGFを添加し、上記の ADAMTS分子の発現変化を定量 PCRで測
定した。ADAMTS4が IL-1α、TNF-α、TGF-βで著しく発現亢進したので、これらサイトカイン



による相加的および相乗的 ADAMTS4 発現亢進を定量 PCR とイムノブロット法で調べるとと
もに、それらの下流シグナル分子（TAK1、NF-κB、ALK1、ALK5）の働きを阻害剤を用いて検
討した。また、サイトカイン刺激下における抗関節炎薬（高分子 HA、抗 TNF-α抗体、抗 IL-6
受容体抗体）の ADAMTS4発現抑制効果を検討した。 
(5) 早期 OAの画像診断法開発：50症例の早期膝 OA患者（Kellgren Lawrence Grade=KLG 1/2）
を対象として、内側半月板逸脱（medial meniscal extrusion=MME）と骨軟骨棘（osteophyte）と
の関係について、レントゲン、conventional MRI、T2 マッピング MRIにより比較・検討した。
また、これらの変化と関節軟骨破壊との相関を調べ、早期膝 OA の発症や進展における MME
と骨軟骨棘形成の役割について検討した。さらに、これらの解析を通して、早期膝 OAのMRI
診断法の有用性について検証した。 
(6) 光老化皮膚での HYBID の役割と HYBID 活性阻害物質開発：OA 関節軟骨と光老化皮膚で
の ECM分解には共通点があることから、露光部皮膚での HA分解における HYBIDの役割を解
析した。10名の日本人女性の非露光部前腕と露光部顔面の皮膚組織でのHA量と分子量、HYBID 
mRNA発現量、組織学的検討を行うとともに、臨床症状（シワの最大深さとたるみ値）との相
関を検討した。また、17種類の植物抽出エキスを HYBID発現培養細胞に添加して HA分解活
性の抑制効果を検討し、ゲンノショウコ抽出液の抑制作用を見出した。そこで、21名の健常日
本人女性において、片側顔面皮膚にゲンノショウコ抽出液、他側にプラセボ試薬を含むローシ
ョンを 1日 2回、8 週間塗布して、皮膚弾力性とシワの改善効果を測定した。なお、本研究に
参加した日本人女性検者からはインフォームドコンセントを得た上で生検や治験は東京都内の
病院で実施した。 
(7) ADAMTS4/5活性阻害性ヒト型抗体の開発：リコンビナント ADAMTS4と ADAMTS5を用
いてヒト型抗体ライブラリーをスクリーニングし、両方の分子と反応する完全ヒト型抗体を開
発した。本抗体の ADAMTS4/5に対する反応の特異性、アグリカン分解活性阻害、IL-1刺激下
ヒト軟骨細胞でのアグリカン分解抑制を検討し、本抗体の 50%阻害濃度（IC50）と解離定数（KD
値）、IL-1刺激した軟骨細胞での 50%阻害濃度（EC50）を決定した。 
 
４．研究成果 
各研究項目において得られた主な研究成果は、以下の通りである。 
(研究項目 I). HA-アグリカンネットワーク分解に着目したOA関節軟骨破壊機構解析： Cre/loxP
システムを用いて HYBID 遺伝子を全身で欠損するノックアウトマウスを作製し、同遺伝子の
生体内での機能解析を行った。野生型マウスでは HYBID 遺伝子は長管骨と脳で高発現してお
り、in situ hybridizationでは骨端板の軟骨―骨結合部位の肥大軟骨細胞で発現していた。HYBID
ノックアウトマウスでは、四肢の長管骨に短縮がみられ、組織学的には生後 1-4 週の時点にお
いて骨端板の肥大軟骨層の延長、同部における高分子 HAの貯留、肥大軟骨層の軟骨―骨結合
部位での血管新生と破骨細胞数の減少が認められた。高分子 HAは破骨細胞分化を抑制するこ
とが報告されており、本実験では VEGFで刺激された血管内皮細胞の増殖とチューブ形成を抑
制することが証明された。これらの実験データから、HYBIDは発育時に骨端部肥大軟骨細胞で
発現し、高分子 HA分解により血管新生と破骨細胞動員を促進して内軟骨性骨化に働いている
ことが示された。関節軟骨には著変がないことから、本ノックアウトマウスは OA における
HYBIDの機能や HA代謝の解析に有用と期待され、現在 OAモデルを作製して OA進展におけ
る役割を解析中である。 
 ヒト OA関節軟骨組織における HYBIDの発現、HA分解への関与、遺伝子発現調節因子につ
いて検討した。その結果、HYBID は正常関節軟骨ではほとんど発現せず、OA 関節軟骨の HA
消失部位に位置する軟骨細胞で強く発現し、関節軟骨における HYBID の免疫染色陽性細胞率
は Mankin スコアと正の相関を示した。イムノブロット法では、HYBID タンパク質発現が OA
関節軟骨組織で確認された。定量 PCR による解析で、HYBID の発現は OA 関節軟骨組織にお
いて正常関節軟骨組織より約 4倍高値を示した。培養 OA関節軟骨細胞においては、HYBIDに
加えて、HYAL-1、HYAL-2、CD44 も有意な発現上昇を認めたが、siRNA でのノックダウン実
験では、HYBIDのノックダウンでのみ HA分解活性が完全に消失した。OA関節軟骨細胞での
HYBID とクラスリン重鎖タンパク質二重免疫染色では、HYBID は関節軟骨細胞のクラスリン
被覆小胞に局在し、投与された高分子 HA は軟骨細胞のクラスリン被覆小胞に取り込まれて分
解されることが示された。OA 関節組織で産生が知られている 8 種類のサイトカインや増殖因
子で OA関節軟骨細胞を刺激した結果、TNF-αのみが HYBIDの発現を亢進し、HA分解活性の
上昇を示した。以上より、OA関節軟骨細胞において HYBID遺伝子発現が亢進しており、HYBID
は OA関節軟骨組織での HA分解・消失に関わる可能性が示された。また、TNF-αを標的とし
た生物学的製剤はHYBID発現抑制を通してOA関節軟骨破壊抑制に有用な作用をもつ可能性が
示唆された。 
 OA滑膜組織での HYBIDと TMEM2の発現と関節液中 HA低分子化との関係及び HYBID発
現調節因子について解析した。その結果、OA滑膜組織における HYBID mRNA発現は、対照と
した正常滑膜組織に比べて有意に亢進していたが、TMEM2 の発現は OA 滑膜組織で有意に低
下していた。HYBIDは主に OA滑膜組織の CD68陰性滑膜表層細胞と表層細胞下層の線維芽細



胞に免疫組織学的に局在していた。OA滑膜組織における HYBID mRNA発現レベルと関節液中
HYBIDタンパク濃度は、OA関節液中の HA低分子化と正の相関を示したが、関節液中 HA濃
度とは相関しなかった。OA 滑膜線維芽細胞を 12 種類のサイトカインなどで刺激したところ、
HYBID 発現は IL-6刺激により有意に亢進した。IL-6は OA滑膜組織の滑膜表層細胞や下層の
マクロファージと線維芽細胞で産生されており、OA滑膜組織での IL-6タンパク濃度と HYBID 
mRNA発現レベルは正の相関を示した。OA滑膜組織では、IL-6 により刺激された滑膜線維芽
細胞が HYBIDを発現亢進し、関節液中の HA低分子化に関わっている可能性が示唆された。 
 アグリカン分解にはアグリカン分解能を有する ADAMTS1、4、5、8、9、15、16、18、20が
関わる可能性が指摘されてきたが、OA において作用する分子や発現調節に関する情報は限ら
れている。そこで、OA滑膜組織における ADAMTS分子発現を解析し、OA滑膜線維芽細胞を
サイトカイン刺激するとともに下流シグナル経路と抗関節炎製剤の発現抑制効果を検討した。
その結果、ADAMTS1、4、5、9、16は OA滑膜組織および滑膜線維芽細胞において発現してお
り、IL-1α、TNF-α、TGF-βは ADAMTS4発現を著しく亢進した。ADAMTS1、5, 9、16発現は
これら因子では顕著な変化を示さず、ADAMTS8、15、18、20 の発現は観察されなかった。
ADAMTS4発現は、IL-1α+TNF-α、IL-1α+TGF-β、IL-1α+TNF-α+TGF-βで相乗的に亢進した。阻
害実験により、IL-1αで発現誘導した ADAMTS4は主として TAK1を介しており、TNF-α誘導
性 ADAMTS4発現は TAK1と NF-κBを介することを証明した。TGF-β刺激性 ADAMTS4発現
は、ALK5/Smad2/3と TAK1経路を介しており、抗 TNF-α抗体は TNF-α誘導性発現を完全に阻
害した。IL-1α+TNF-α+TGF-β 刺激下での ADAMTS4 発現は、抗 TNF-α 抗体と TAK1 阻害剤ま
たは ALK5/Smad2/3 阻害剤の組み合わせでほぼ完全に阻害された。本研究結果は、ADAMTS4
が OA滑膜組織の主要アグリカナーゼであり、IL-1α、TNF-α、TGF-βが OA滑膜線維芽細胞で
の ADAMTS4発現を相乗的に亢進することを示すとともに、抗 TNF-α抗体薬と細胞内シグナル
分子阻害剤の併用が新規 OA治療薬になる可能性を示唆している。  
(研究項目 II). 早期 OAの診断・治療法開発の基礎研究： 
50症例の早期膝OA患者で検討した結果、脛骨内側骨軟骨棘の出現頻度は、T2 マッピング MRI
では 98%であったのに対し、conventional MRI では 48%、レントゲンでは 40%であった。OA
変化のうち、脛骨内側骨軟骨棘距離は MMEと最も強く相関し、内側半月板 T2 値は 3 mm以
上の MMEを持つ早期膝 OA患者において正の相関をもって増加した。また、進行期膝 OA患
者より膝関節置換術時に切除された骨軟骨棘について組織学的に検討した結果、T2 マッピン
グ MRI によって検出された骨軟骨棘の所見とよく一致した。これらのデータから、骨軟骨棘
は T2 マッピング MRIにより早期膝 OA患者で高頻度に検出され、骨軟骨棘距離はMMEと強
く相関し、MME は半月板の変性と正の相関を示すことが明らかになった。骨軟骨棘形成と
MME との因果関係については不明ではあるが、内側半月板は冠状靭帯によって内側脛骨プラ
トーに強く固定されていることから、骨軟骨棘がMMEの発症に関わる可能性が示唆された。 
 露光部顔面皮膚の生化学的および組織学的検討により、HYBIDの発現亢進が真皮乳頭層での
HA 量低下と相関することが明らかとなった。また、17 種類の植物抽出エキスのうち HYBID
発現培養細胞に添加して HA分解活性を検討した結果、ゲンノショウコ（Geranium thunbergii）
抽出エキスが特異的に HA分解活性を完全に抑制し、HYBID mRNAとタンパク質発現は約 40%
まで低下していた。また、ゲンノショウコ抽出エキス添加により、線維芽細胞で産生された HA
は高分子 HAから構成されていた。片側顔面皮膚にゲンノショウコ抽出液、他側にプラセボ試
薬を含むローションを塗布した結果、ゲンノショウコ抽出エキス塗布群で皮膚弾力性とシワの
改善が認められた。以上の結果より、HYBID は HA 分解を介して光老化皮膚症状に関わり、
HYBID 抑制作用を持つゲンノショウコ抽出エキスは光皮膚老化症状の改善に役立つ可能性が
示唆された。 
 ヒト型抗体ライブラリーから得られた抗体は、ADAMTS4 活性を完全に阻害し、ADAMTS5
活性を部分的に阻害し、これら酵素に対する KD 値は 11.7 nMと 1.46 nMであった。本抗体は
IL-1刺激した OA関節軟骨細胞由来アグリカナーゼ活性を濃度依存的に阻害し、EC50は 5.4 nM
であり、OA関節軟骨破壊抑制剤として有用と期待される。 
 膝 OAの臨床管理の現状、病的状態（disease）としての OAと症状を伴った病気（illness）と
しての OA、進行期（末期）・早期―中期・超早期に OAを分類し各病期での問題点について整
理した。症状として最も重要な膝関節痛に関しては、滑膜炎発症の重要性が指摘され、バイオ
マーカーとしてコラーゲンや HAの分解物や IL-6などの関連が明らかとなった。一方、disease
としての OAが illnessとしての OAに至る一連の経緯には、超早期の状態から何年間にわたっ
て進行する際に一定の閾値が存在すると推定され、その進行過程を T2 mapping MRIによりモニ
ターすることが可能と考えられた。 
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